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Sumário 
De uma vaca mestiça zebu, acometida de raiva, no Município (Te São Fidelis no Estado do Rio 
de Janeiro, foi isolado vírus da raiva do rim, coração e cérebro, por inoculação intracerebral 
das emulsões dêstes tecidos, em camundongos Iactcntes (4 dias de idade) e adultos (21 dias 
de idade). 
As amostras de vírus, isoladas dos diferentes tecidos, foram identificadas como vírus rábico pela 
formação de corpíisculos de Ncgri no citoplasma das células nervosas dos cérebros dos camun-
dongos inoculados e pela prova de sôro-neutralização, neutralizando-se para esta prova um sóro 
anti-rábico de reconhecida capacidade neutralizante. 
INTRODUÇÃO 
A presença do vírus em tecidos não nervosos tem 
dado ensejo a diversos trabalhos por parte dos espe-
cialistas em raiva. Estes trabalhos têm siclo orientados 
para determinados portadores naturais cio vírus, prin-
cipalmente, morcêgos e carnívos-os silvestres. Assim, 
Johnson (1959), ao estudar casos naturais de raiva 
em douinha malhada (spotted skunk), isolou vírus 
rábico do tecido mamário e renal. Em morcêgos 
Tadar ida b. mexicana, experimentalmente infectados, 
Sulkin et ai. (1957) demonstraram o lipotropismo do 
vírus rábico isolando-o da glândula inter-escapular 
(brown fat) e VilIa et ai. (1963) isolaram vírus 
rábico das mesmas glándulas de morcégos aparente-
mente sadios. 
O vírus rábico tem sido isolado de pulmão e 
outros tecidos dc morcêgos, conforme demonstraram 
claramente os trabalhos de 13e11 et ai. (1962) que ob-
tiveram o vírus do coração, rins, pulmão e baço de 
morcégos insetívoros Eptesicus fuscos e posteriormen-
te, Girard et ai. (1965) reportaram-se ao isolamen- 
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tu do vírus rábico dos rins, cérebro e glàndulas inter-
-escapulares (brown fat), de morcêgos Eptesicos 
fúscus e 1Isjotis iocifugos. No Brasil, a primeira no-
tificação sôbre o assunto m-esultou dos trabalhos de 
Silva e Souza (1966) quando isolaram vírus rábico 
de pulmão, coração, rins, bexiga e outros diferentes 
tecidos de nlorcêgos Desmodus rotundos. 
Decorrentes dos trabalhos citados, orientamos as 
nossas pesquisas para diferentes tecidos de bovinos, 
CIII casos naturais de infecção rábica. Recentemente, 
relatamos o isolamento do vírus rábico do rim, cora-
ção e cérebro de unia vaca acometida de raiva em 
condições naturais, sendo o propósito da presente 
publicação descrever com mais detalhes os trabalhos 
de isolamento e identificação do vírus rábico isolado 
de rim, coração e cérebro de bovino naturalmente in-
fectado. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Os materiais que deram origem ao presente traba-
]ho foram obtidos de uma vaca mestiça Zebu, de 
aproximadamente 4 anos de idade, pertencente a lima 
fazenda do Município de São Fidélis (210  38' 48" de 
latitude Sul, 410 
 44' 44" de longitude Oeste de 
Greenwich e 24 metros de altitude), mio Estado do 
Rio de Janeiro, sacrificada na manhã do dia 20 de 
julho de 1966. 
O animal apresentava sintomas de raiva, e o que 
mais nos chamou atençáo foi o fato de estar há 3 
dias sem poder levantar-se, no entanto o seu psiquis-
mo parecia normal, comendo a vegetação em redor. 
Era o único caso de raiva observado no plantel de 
mais de 300 cabeças. O rebanho da fazenda estava 
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vacinado contra a raiva e esta vaca havia sido com-
prada há cêrca de 3 meses não tendo sido vacinada 
no local de origem. 
Sacrificamos o animal por choupeamento e sangria 
total. Coletamos fragmentos de cérebro, cerebelo, bul-
bo, fígado, coração, pulmão e o rim direito. Sangue 
periférico foi coletado, adicionando-se glicerina em 
partes iguais. A urina foi ripetada e colocada em 
frasco esterilizado. 
Os materiais assim coletados foram devidamente 
acondicionados em saco plástico e colocados em mar-
mita térmica refrigerada e trazidos no mesmo dia 
ao laboratório, quando foram guardados em tempe-
ratura de menos de 20°C. 
Procedemos inicialmcnte a técnica de Faraco (Bier 
1961) nos fragmentos de Corno de Ammon da vaca 
sacrificada. 
Isolamento do vírus 
Preparamos emulsões individuais a 20% de cérebro, 
rim, pulmão, coração e fígado. Êstes tecidos foram 
pesados, após prévia lavagem em sóro fisiológico esté-
ril para elimiaação do sangue. O rim foi destituído 
de sua camada gordurosa e cápsula, sendo finamente 
macerado em liquidificador. Dêste tecido obtivemos 
um volume de 400 ml de emulsão. 
A urina foi medida e tratada por antibióticos e, 
após centrifugação, inoculada em camundongos. 
O sangue coagulado foi pesado e macerado em 
grau, adicionando-se s8ro fisiológico para se obter a 
concentração de 20%. 
Da emulsão de rim tomou-se 10 ml, tratando-se por 
1000 U.I. de penicilina potássica e 1 mg de di-hidro 
estreptomicina para cada mililitro. As demais emul-
sões foram também tratadas pelos antibióticos citados. 
Centrifugamos as emulsões obtidas a 2500 rpm du-
rante 10 minutos, separando-se os sobrenadantes dos 
sedimentos. Após esta operação incubamos as emul-
sões por 30 minutos em temperatura de 4°C. Contróle 
bacteriológico em caldo simples e agar sangue de 
cada emulsão foi realizado antes de procedermos as 
inoculações intracerebrais nos camundongos. 
Os resultados destas inoculações expressamos no 
Quadro 1. 
Decorridos 12 dias, descongelamos a emulsão de 
rim a 20% com cêrca de 400 ml, dividindo-a em duas 
partes. Ceatrifugamos novamente, inoculamos para 
cada parte, camundongos de 4 dias de idade, cujos 
resultados estão demonstrados nas fichas 7083 e 
7084 (Figs. 1 e 2). 
As emulsões foram inoculadas em camundongos de 
4 dias de idade por via intracraneana na dose de 
0,03 ml. 
A seguir congelamos as diferentes emulsões em 
temperatura de menos 20°C., para serem utilizadas 
de acôrdo com as necessidades do desenvolvimento do 
trabalho. 
Identificação do vírus 
Para a identificação das amostras do vírus isoladas 
do rim, coração e cérebro realizamos os seguintes 
exames: 
a) exame histo patológico que consistiu em fazer-
mos esfregaços em lâminas dos cérebros dos camun-
dongos adultos e lactentes, sacrificados após os sin-
tomas da doença, utilizando-se para tal fim, a técnica 
de Faraco (Bier 1061). 
b) prova de sôro neutralização, utilizando-se as 
amostras de vírus isoladas do bovino sacrificado. Estas 
amostras correspondiam a l., 2a  e  3,a  passagens, res-
pectivamente para cérebro, rim e coraçáo, em ca-
mundongos. 
Utilizamos um sôro imune com alto teor em anti-
corpos para o vírus rábico, proveniente do Instituto 
Oswaldo Cruz e um sôro normal de cavalo. 
A prova consistiu em se colocar partes iguais das 
diluições de vírus, que variaram de 10-6  a 10-1 para 
o sôro normal de cavalo e de 10-6 a 10-1 para o 
sóro padrão. Agitávamos bem os tubos, permanecendo 
as misturas sôros mais vírus, em banho-maria a 37°C 
por uma hora. Após êste período, os tubos contendo 
as misturas eram transferidos para o banho de gMo, 
procedendo-se às inoculações intracraneanas nos ca-
mundongos de 21 dias de idade, na dose de 0,03 ml. 
Para cada diluição usávamos um lote de 6 camun-
dongos observando-se êsses animais por um período 
de 21 dias. 
No cálculo do título do vírus e das doses neutrali-
zantes, baseamo-nos no método de Reed e Muench 
(1938) e consideramos a neutralização de 100 DL 50 
suficiente para estabelecer a identidade do vírus 
(World Ilealth Organization 1954). 
RESULTADOS 
As diferentes emulsões não revelaram microorga-
nismos nos meios de caldo simples e agar sangue. 
Os resultados das inoculações das diversas emulsões 
em camundongos estão sumariados no Quadro 1. 
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Dose em ml 
irscubaçilo 






F csquiaa do 
 do Negri 
Cérebro. .......... 21-7-fia 0.03 1. Cer. — 	 7 dias - 019 Pcaitivo 
Coraçao ... ........ 25-7-66 0.03 1. 	 Ccc. 14 dias 	 - I14a 017 Ikaivo 
Rim .............. 21-7-66 0.03 1, 	 Ccc. 8-21 dias 	 - 3181, 0/7 Poaitivo 
Pulmâo ............ 25-7-66 0.03 1. 	 Cer. — 	 —. 0'5 0'8 - 
Figado ............ 21-7-66 0.03 1. Cor. — 	 - 019 - - 
Urina ............. 21-7-66 0.03 1. eec. - 	 - 0/8 0/7 
Sangue ............ 1-8-66 0.03 1. 	 Cer. - 	 — 0/3 0/9 
a Realizada segunda passagem ficham' 7118. 
b Realizada segunda pasngem ficha n.' 7123. 
Emulsão de cérebro 
Os camundongos adultos cora 7 dias de inoculados, 
apresentaram sintomas de raiva, sendo sacrificados e 
seus cérebros coletados pan a pesquisa de corpúsculos 
de Negri e passagens posteriores em camundongos. 
Emulsão de rim 
A inoculação da emulsão de rim em camundongos 
de 4 dias, determinou o aparecimento de sintomas 
de raiva no 8.° dia em dois camundongos, Sacrifica-
mos um dêles, submetendo o cérebro ao Faraco e 
à novas inoculações (Ficha 7123, Fig. 3). O outro 
camundoago doente foi também sacrificado, cole-
tando-se o cérebro para pesquisa de corpúsculos de 
Negri e trabalhos posteriores. 
Um terceiro camundongo adoeceu após 21 dias 
de inoculado, sendo o cérebro coletado para a pes-
quisa de corpúsculos de Negri e novas passagens. 
Os camundongos adultos inoculados com a emulsão 
de rim antes da congelação, nada digno de nota 
apresentaram, durante o período de observação de 
30 dias. 
Da emulsão de rim descongelada, após 12 dias 
de permanência a menos 20°C, obtivemos o seguinte 
resultado: 
Porção 1, decorridos 11 dias da inoculação nos ca-
mundongos lactentes, um dêles adoeceu, sendo sacri-
ficado. Parte do cérebro foi submetida ao Faraco 
e a outra transformada em emulsão para a inoculação 
em camundongos lactentes (Ficha 7150, Fig. 4). 
Material n 5 3399 - Bovino - Emulsâo de rim (vidro ri 2 1) 	 Ficho 7083 
U•USUUUU•QCDRU••flUUI• n••u••n••uuuuuiau••u•• 
CN•••flU•••Ufl•BBDfl nuuun•u•nn••u•na••• nnn•n••••nu•uunnu NUflflUflUUfl•flU.UNU 
216156 - lemo. i. o. com  em, el o frotoda por oneibidei coo (pen. estrepj em comundongos locieni es 
1-Comundongo sormo/; O - Doente; P - Poro//fico; M - Morto; 5- Socp/ficodo 
FIO. 1. Inoculação i,stros-craneana da emulsão de rio's de bocino ecu caeoaundoeogoc 
locte,etec (Vidro m.° 1 ). 
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Material n 2 3399 - Bovino - Emulsão de rim (vidro nt 2) 







- 11100. L c do emu ISQQ trotada por ontI biõticos (pen, estrep.) en, comundortgos lactentes 
/- Coanindango normal; 0 - Doente 1 P - Pato/li/co; M - Marta; $ - Sacrificado 
FIG. 2, Inoculaçâo intra-craneana da emulsão de ritn de bovino em carntundongos 
lactentes (Vidro a.' 2). 





0/0/00 - IflOZ.LO. 00 emuIsoo ao cereDro 00 comu1100ng0 704, tratado com anti - 
bióticos pen estrep. ) em comuridon gos adultos. 
/ - Camvnaongo narma/; D - Doente; P - Para//fica / M - Morta; $ - Sacrificado 
FIG. 3. Inoctilação intra-craneang da enaolsão de rins de bovino co. camondongos 
Iactettles (2.' passa geos 
Ao 18.° dia de inoculação morreu um cainundongo; 
no 25.0 dia, morreram dois e finalmente, no 27. 0 dia 
mais outros dois, após apresentarem sintomas da 
doença. 
Porçõo 2, com 11 dias de inoculação em camun-
dongos lactentes, amanheceu um doente, sendo sa-
crificado e seu cérebro submetido no Fanico. No 21.0 
(lia após a inoculação um outro ndoeceu, sendo sacri-
ficado para estudos posteriores. 
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As porções 1 e 2 correspondentes a emulsão de rim 
após congelação foram inoculadas sómente em ca-
mundongos lactentes. 
As Fichas 7150 e 7076 (Figs. 4 e 5) representatu 
as segundas passagens do vírus contido na emulsão 
de rim do bovino sacrificado, em camundongos lac-
tentes. Rstes canrnndongos adoeciam em uul pe-
ríodo de incubação de 7 a O dias. 
ISOLAMENTO DE VÍRUS RÁBICO DE BOVINO 
Material n 2 3399 - Bovino - Emulsão de rim (vidro n 2 1)- 2 2 passogem 	 Ficha 7150 
•UflNDØOUONDDDDI5WDEDDJ 
OnU•••UU••U•U•RnU annnnnnnnn••aiu•uu•n uu••••rnnnuuu•••un•u• 
n••nnnnrinu•••s•••S 
u••n••atiuuu•unn•i 
,c,o,ao - nau. 1 5. ao emuIsoo ao cereora ao comunoonga rva 
	
TraTaDa com an,' - 
bFótl coe ( pto. est rep.) em camundongos lactentes - 
/ - Camunoongo norn,o/; D - Poente. P - Paro//fico; M - Morto, S - Socrificodo 
FIG. 4. Inocotaçâo lntra-craneana da emulsêo de rim de bocino em eamundongos 
lactentes (Vidro n.° 1, 2.' passagem). 





29/7/66 - nau. i e do emulsão do cérebra da camundongo 7043 • 1,010da com anti - 
bidtic.os ( p  en. esirep. ) em c amundongos 	 adulas, 
- 1- Comundonqo normal; D - Poente; P - Poro//fico; M - Morto; 9- Sacrificado 
FIC. 5. inoculação intra-craneana da emulsão de rins de bovino em ca,nondongos 
lactentes (2.' passagem). 
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Emulstïo de cotação 
A leitura da Ficha 7055 (Fig. 6), correspondente a 
inoculação em camundongos de 4 dias de idade, da 
emulsão de coração, nos dá a seguinte interpretação: 
no 7,0 
 dia de inoculação, adoeceu um camundongo, 
que foi sacrificado e seu cérebro emulsionado para 
nova inoculação, o que foi feito com resultado nega-
tivo. No 11.0 
 dia morreu um camundongo sem apre-
sentar sintomas, sendo desprezado. No 14. 0 dia de  
inoculação, morreu outro camundongo, sem apresen-
tação de sintomas, sendo o cérebro coletado para 
passagens e evidenciação de corpúsculos de Negri. 
No período de 30 dias de obsen-ação não houve mais 
nenhuma morte. 
A Ficha 7118 (Fig. 7) relativa a inoculação do 
cérebro do camundongo morto no 14.0 
 dia em camun-
dongos de 21 dias de idade, não nos deixa dúvida 
quanto ao isolamento do vírus. No período de incuba- 
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25/7166 - noc. i. e. da emulsão tratada por anti bióticos (pen. estrep. ) em camuridongos lactentes 
1- Comundongo normal; O -Doente; P - Poro//fico; M - Morto, $ - Socnf/coo'o 
FIG. 6. Inoculação intra-craneana da emulsão de coração de bovino cnn camundongo, 
lactentes. 







618/66 - mac. i c do emulsão do cérebro do camundango 7055, tratadas com ontibiõ-
ti cos 1 pen. estrep.) em camu ndongos adultos. 
/ - Comundongo formol; O :_te;_P - Poro/fico; M - Morto; 3- Socr/ ficado 
FIC. 7. Inoculação ind ra-croneana da emulsão de coração de bovino em camuundomgos 
lactentes (2. passagem). 
ção de 8 a li dias adoeceram e morreram a maioria 
dos camuridongos com sintomas de raiva. Os cére- 
bros foram coletados para Faraco e novas passagens. 
A urina e as demais emulsões, representadas pelo 
sangue, pulmão e fígado, resultaram negativas nas 
inoculações em camundongos. 
Identificação do vírus 
a) Exame histopatológico. O exame microscópico 
dos esfregaços correspondentes aos cérebros da vaca 
Pes, ogropvc. bras. 2:359-366. 1967 
e cérebros dos carnundongos inoculados com as dife-
rentes emulsões revelou a presença de numerosos 
corpúsculos de Negri no citoplasma das células ner-
vosas; 
b) Prova de sôro-neutratização. O Quadro 2, re-
presentativo dos resultados da prova de sóro neutrali-
zação das diferentes amostras de vírus isoladas dos 
tecidos renal, cardíaco e nervoso, oferece as seguintes 
leituras: o título das amostras de vírus, foi dado pela 
mistura das diluições de vírus mais sAro normal de 
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QUADRO 2. Sõro-neutralizaçlo dao amostras de vírus isoladas 
Título asa DL50B4 O3 ml 	 DI 
sseutralizsdas 
Vírus + sôro padrão 	 Viras + sôro siorna! 
Cérebm............................ 	 10-5.44 	 704 
Riu. 	 191.DO 	 10.° 	 316 
Coração ................................................................... 1O_1 J 	 163.50 	 100 
Órg II os 
cavalo, sendo de 10.3.50  para a amostra isolada do 
rim; de 10.3.50 para a amostra isolada de coração e 
finalmente de 10' - ' para a amostra isolada de 
cérebro. 
O sóro imune do Instituto Oswaldo Cruz apresentou 
índices de neutralização de 10.1.0, 10-1.50 e 
para as amostras correspondentes ao rim, coração e 
cérebro, respectivamente. 
As amostras de vírus isoladas do rim, coração e 
cérebro, neutralizaram 316, 100 e 794 DL 50 respec-
tivamente. 
DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 
Demonstramos no presente trabalho o isolamento 
de vírus rábico de tecido nervoso (cérebro) e tecidos 
não nervosos (rim e coração) de uma vaca natural-
mente acometida de raiva, por inoculação em ca-
mundoogos. Outros tecidos dibte mcssno animal, como 
o sangue, pulmão e fígado deram resultados negativos. 
Trabalhamos neste caso com quantidade insuficiente 
de cada órgão. Achamos que o ideal seja o aproveita-
mento de todo o órgão e uma maior quantidade de 
sangue. Estranhamos que o vírus não tenha sido iso-
lado da urina nas inoculações em camundongos, pelo 
fato de estar presente no tecido renal, conforme de-
monstramos no presente trabalho. Neste caso torna-
va-se necessária a aplicação da técnica de imunofluo-
rescência para a evidenciação do vírus rábico na 
urina ou nos outros tecidos negativos à prova de 
inoculação em camundongos. Motivos independentes 
da nossa vontade impediram-nos de realizar esta 
técnica. A lógica penuite-nos concluir por um escape 
de vírus rábico pela urina, quando êste se encontra 
presente no rim. Decorrentes (los trabalhos de Girard 
etal. (1965), ficou demonstrada a presença de vírus 
rábico na urina de mnorcégo portador de raiva, por 
técnica de imunofluorescência. 
A bexiga náo foi por nós utilizada neste expe-
rimento, devido ao resultado positivo obtido com o 
tecido renal, toma-se indispensável a sua utilização. 
Verificamos que as amostras de vírus rábico isola-
das de coração e rim revelaram em primeira passa-
gem patogenicidade apenas para camundongos de 4 
dias de ídade. Passagens subseqüentes destas amos-
tras, em camundongos adultos determinaram a morte 
de todos os animais. O grau de mortalidade observado 
foi de 37,5% e 25% para as emulsões de rim e coração, 
respectivamente. Já a amostra isolada de cérebro re-
velou-se 100% letal para os casnundongos adultos 
inoculados. 
No que se refere a produçio de corpúsculos de 
Negri, as amostras de virus rábico isoladas determi-
naram nas células nervosas dos cérebros dos eamun-
dongos inoculados a formação de inúmeros corpúscu-
los, observados tanto nas primeiras como nas segundas 
passagens. Lstes achados, eorrespomlentes as amostras 
de vírus isoladas de tecidos renal e cardíaco, em pri-
meira passagem em cérebro de camundongo, contra-
riasn o ponto de vista de Johnson (1959). Ëste autor 
ao trabalhar com unia amostra de vírus rábico isolada 
de tecido não nervoso de uma doninha nialhada 
(spotted skunk), explica a ausêlscia de corpúsculos 
de Negri nas células nervosas dos eaniundongos por 
êle inoculados, como sendo a falta de experiência do 
vírus ao tecido cerebral. Tais corpúsculos ocorriam 
em eamundongos inoculados com tecido cerebral de 
camomdongos de primeira passagem. 
Não logramos êxito nas inoculações do sangue, mas 
acreditamos que o vírus esteja presente neste tecido. 
Os isolamentos obtidos de rim e coração, persnitesn 
esta afirmativa. 
Em condições experimentais, Pacheco e Proença 
(1936) demonstraram a presença de vírus rábicos no 
sangue circulante de coelhos inocilados por diferentes 
vias. Reagan et ai. (1955) inoculando amostra de 
vírus rábico pela via intraperitonial em niorcêgos, 
observaram a infeeciosidade do sangue nas primeiras 
48 horas e Koprowski e Cox (1948), inoculando a 
amostra "Flury", via saco da gema no embriáo de 
galinha de 7 dias de idade, recuperaram o vírus do 
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sangue no 3.0 e 15.0 dias, após inoculação, por pas-
sagens intracerebrais no casmmdongo. 
As provas de sôro-neutralização realizadas para 
cada uma das amostras de vírus isoladas de rim, 
coração e cérebro demonstraram que estas amostras 
correspondiam ao vírus da raiva, pois neutralizaram 
respectivamente, 316, 100 e 794 DL39. 
Pelo exposto na presente investigação, concluímos 
pelo isolamento de vírus rábico de rim e do coração 
de bovino em condiçóes naturais de infecção e até 
onde conhecemos, esta é a primeira vez que se isola 
vírus da raiva de tais órgãos de bovino, 
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JSOLATION OF RABIES VIRUS FROM KIDNEY, IIEART AND BRAIN OF A NATURALLY 
INFECTED COW 
Abstract 
Rabies virus was isolated by intracerebral inoculation of baby and adult mice by using emulsions from kidney, 
heart and brain tissues of a naturally infected cow in the County of São Fídelis, State of Rio de Janeiro, Brazil. 
The virus strains isolated from dilferent tissues were identified as rabies virus by microscopic examinatioa 
of the brains of inoculated mice, revealing presence of Negri bodies in the citoplasnl of nervous celis and by 
senam neutralization tests lising standardized rabies serum. 
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